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OZET
INFERTILITE ON TANISI ALMIS NORMOSPERMIK KiSiLERDE

SPERM iZUMO-1 PROTEININ GOSTERILMESI

Cansever MEDE
Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Yuksek Lisans Tezi

Danismani Dr. Ogr. Uyesi Kaythan KARACOR
Temmuz 2023, 59 sayfa

Infertilite gagimizin dnemli ve ¢ok sik rastlanan problemlerinden biridir. Ciftlerin bir yil
korunmasiz iliski sonucu ¢ocuk sahibi olamamasi infertilite olarak nitelendirilir.
Infertilite vakalarmm yaklasik %50’sinin erkek faktorlii oldugu bilinmektedir. Infertilite,
Diinya Saghk Orgiiti (DSO) tarafindan toplumsal saghk sorunu olarak kabul
edilmektedir ve her alt1 kisiden birinin infertil oldugu diisiiniilmektedir. Erkeklerde
genetik anomaliler, sistemik hastaliklar, gecirilmis enfeksiyonlar, varikosel, kanser ve
kemoterapi gibi birgcok neden infertiliteye sebep olmaktadir. Sagliksiz beslenme, alkol ve
sigara kullanimi, ila¢ kullanim1 ve cevresel toksinlere maruz kalma gibi nedenler de
kigilerde infertilite gelisiminde rol oynayan O6nemli risk faktorleridir. Erkek treme
sisteminde infertiliteye neden olan sebepler sperm parametrelerinde bozulmayla (sperm
yoklugu, diisiik sperm sayisi, anormal morfoloji ve diisiik motilite) karakterizedir. Fakat
bazi hasta gruplarida tiim bu parametreler normal olmasina karsm kisiler infertildir. Bu
hasta gruplar1 da idiopatik infertil olarak isimlendirilir. Izumol memelilerde sperm-
yumurta flizyonu i¢in Onemli sperm proteinlerinden biridir. Yapilan deneysel
calismalarda erkek izumol-/- bireyler normal sayida hiicre tiretse de normal motilite ve
morfoloji ile bu bireylerin tamamen infertil oldugu gosterilmistir. Biz de bu ¢aligmayla
infertilite 6n tanis1 almis normospermik kisilerin normal spermiyogram parametrelerine
karsin bu kisilerde sigara kullanimma bagli olarak sperm izumol proteininin

seviyelerinde herhangi bir degisiklik olup olmadigini belirlemeyi amagladik.

Bu amagla tez calismamiz i¢in infertil kisileri hasta olarak kabul edip, normospermik 100
kisiyi 4 gruba ayirdik.
1- Sigara icen hasta (30 kisi - infertil)
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2-Sigara icmeyen hasta (30 kisi - infertil)
3-Sigara icen kontrol (20 kisi - fertil)
4-Sigara icmeyen kontrol (20 kisi - fertil)

Bu gruplardaki normospermik kisilerden sperm ornekleri toplandi ve immiinofloresan
boyama yapilarak degerlendirildi. Bu degerlendirme sonucunda hem hasta grubundaki
sigara icenlerde hem de kontrol grubundaki sigara igenlerde sperm izumo-1 seviyelerinin
sigara igmeyen hasta ve kontrol gruplarina gore anlamli derecede diisiik oldugu goriildii.
Bu caligsmayla, baska c¢alismalarda sigara kullanimmin sperm parametrelerinin
bozulmasina yol acgtigmin gosterilmesine ek olarak sperm-oosit birlesmesi i¢in gerekli
sperm izumo-1 protein seviyelerinde azalma meydana getirerek infertilite olusumu icin

bir risk faktorii olusturdugunu gostermis olduk.

Anahtar Sozciikler: Idiopatik, Infertilite, Izumo-1, Sigara, Normospermi
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ABSTRACT
DEMONSTRATION OF SPERM 1ZUMO-1 PROTEIN IN NORMOSPERMIC
PERSONS WHICH DIAGNOSED WITH INFERTILITY

Cansever MEDE
Diizce University
Department of Histology and Embryology
Master Thesis
Supervisor Asst. Prof. Kaythan KARACOR
July 2023, 59 pages
Infertility is one of the most important and very common problems of our age. The
inability of couples to have a child after one year of unprotected intercourse is considered
infertility. It is known that approximately 50% of infertility cases are caused by the male
factor. Infertility is recognized as a public health problem by the World Health
Organization (WHO) and one out of every six people is thought to be infertile. Many
reasons such as genetic anomalies, systemic diseases, previous infections, varicocele,
cancer and chemotherapy can cause infertility in men. Reasons such as unhealthy diet,
alcohol and cigarette use, drug use and exposure to environmental toxins are also
important risk factors that play a role in the development of infertility in people. However
in some patient groups, although all these parameters are normal, people are infertile.
These patient groups are also called idiopathic infertile. Izumo1l is one of the important
sperm proteins for sperm-egg fusion in mammals. In experimental studies, although male
izumol-/- individuals produce normal cell numbers, it has been shown that these
individuals are completely infertile with normal motility and morphology. We aimed to

determine if there were any changes.

For this purpose, for our thesis study, we considered infertile individuals as patients and

divided 100 normospermic individuals into 4 equal groups.
1- Smoker patient (30 people - infertile)

2- Non-smoker (30 people - infertile)

3-Smoker control (20 people - fertile)

4-Non-smoker control (20 people - fertile)

Xiii



Sperm samples were collected from normospermic individuals in these groups and
evaluated by immunofluorescence staining. As a result of this evaluation, it was seen that
sperm isumo-1 levels were significantly lower in both the smokers in the patient group
and the smokers in the control group compared to the non-smoker and control groups.
With this study, in addition to the other studies showing that smoking causes deterioration
of sperm parameters, it is necessary for sperm-oocyte fusion. We have shown that by
reducing sperm isumo-1 protein levels, it is a risk factor for the occurrence of infertility.

Keywords: Idiopathic, Infertility, Izumo-1, Smoking, Normospermia

Xiv



1. GIRiS VE AMAC

Infertilite sikhig1 gittikge artan bir sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. infertilitenin
nedenleri arasinda genetik ve sistemik hastaliklar, gecirilmis enfeksiyonlar, kanser gibi
bircok faktor bulunur. Yasam sartlari, sigara, alkol, radyasyon, kotii beslenme ve
kimyasal maddeler de infertilitenin ortaya ¢ikmasinda en belirgin risk faktorleridir. Bazi
durumlarda infertilite nedenini agiklamak miimkiin degildir ve bu durum idiopatik

infertilite olarak tanimlanir [1].

[zumo1 spermdeki en énemli sperm-yumurta fiizyon proteinidir[2, 3]. Izumol sperm-
yumurta flizyonu icin gerekli olan testise 6zgii bir molekildir[4]. izumol ve bunun
yumurta tarafindaki reseptorii JUNO, membran fiizyonunu tetiklemek i¢in vazgegilmez
faktorler olarak ortaya konmustur[5]. Transmembran sperm proteini Izumo1 fiizyon igin
gereklidir ve sperm hiicresinin basinda bulunur. Bununla birlikte, izumol olgun
spermlerin plazma membrani lizerinde lokalize degildir[3, 6]. Spermatozoa, yumurtalarla
kaynasmadan Once, “kapasitasyon” olarak adlandirilan fizyolojik bir degisiklige ve sperm
membranlarinin yeniden yapilandirilmasini ve “akrozom reaksiyonu” olarak adlandirilan
akrozomal igerigin salinmasini igeren bir sonraki morfolojik degisiklige tabi
tutulmalidir[3, 7]. Akrozom reaksiyonundan (AR) sonra sperm plazma zari iizerinde
izumol bulunur[2, 3]. AR sirasinda izumol akrozomal kaptan (AC) baslayarak, tiim
ekvator segmentine (WES) ve apikal ekvator segmentine (AES) ilerleyerek sperm basmin
tamamin1 kaplar. Izumo1'in yer degistirmesi, aktin hiicre iskeletine ve testise 6zgii serin
kinaz 6’ya (Tssk6) baghdir[8, 9]. Tssk6, AR’den sonra aktin polimerizasyonunun

diizenlenmesi yoluyla Izumo1’in yeniden dagitilmasinda rol oynar[8, 10].

Diger sperm ylizey markerlarinda olan bir kusur kesin olarak infertiliteye neden
olmuyorken, Izumol’deki bir kusur kesin olarak infertiliteye neden olmaktadir[10].
Yapilan bazi ¢aligmalarda sigara kullanimimin sperm parametrelerinde bozulmaya neden
oldugu gosterilmistir ve bu nedenle sigara kullanimi infertiliteye agisindan idiopatik risk

faktorleri arasinda yer almaktadir[1].

Biz bu ¢aligmayla sigara kullanimu ile sperm Izumo-1 proteini seviyeleri arasinda bir iligki
olabilecegini diisiindiigiimiizden dolay1 normospermik olup sigara i¢cen idiopatik infertil
kisilerin floresan boyama ydntemleri ile sperm Izumo1 proteinin seviyelerini gdstermeyi

amagcladik.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Calismamiz, Diizce Universitesi Insan Etik Kurulu’ndan 2020/44 no’lu karar ile onay
alinarak (Bkz: Ek-1) Diizce Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda
yiiriitiilmiistiir. Ayrica Diizce Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
2020.04.01.1117 proje numarasi ile desteklenmistir. Calismada kullanilacak olan insan
sperm Ornekleri, Diizce Universitesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi Androloji
Laboratuvarina gelen idiopatik ve normospermik infertil bireylerden alman 6rneklerle

temin edildi.

Calismamizda 100 kisiden toplanan insan sperm 6rnegi 4 gruba ayrilmistir. Ilk olarak
gontilliillere calismamiz hakkinda olarak sozlii bilgilendirme yapilmistir. Daha sonra
bilgilendirilmis goniilli olur formu imzalatilarak yazili onamlar1 alinmistir.

Normospermik idiopatik infertilite durumunda olanlar hasta olarak kabul edilmistir.
1- Sigara icen hasta (30 kisi-infertil)

2-Sigara icmeyen hasta (30 kisi-infertil)

3-Sigara icen kontrol (20 kisi - fertil)

4-Sigara icmeyen kontrol (20 kisi - fertil)

Diizce Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Androloji Laboratuvari’na basvuran
hastalardan yukarida verilen gruplardaki kriterlere gore 6 ay boyunca 6rnekler toplandi.
Calismamiz i¢in hastalardan 2-3 giinliik cinsel perhiz istenildi. Cinsel perhiz sonrasi
ornekler mastiirbasyon yolu ile elde edildi. Semen 6rnekleri titiz bir sekilde stirekli olarak

isim, soy isim, tarih kontrolleri yapilarak ve steril plastik kaplar kullanilarak toplanilda.
2.1. SEMEN HAZIRLAMASI VE AKROZOM REAKSIYONU

Semen Orneklerinin kullanimi etik kurul insan arastirma komitesi tarafindan onayland.
Goniillillerden semen Ornekleri mastiirbasyon yoluyla androloji laboratuvarinin 6rnek
alma odasindan alind1. Orneklerin oda sicakliginda 1 saat i¢inde likefiye olmasi saglandu.
Her bir 6rnek Isik mikroskobu altinda Makler sayim kamarasinda 20x biiyiitmede
incelenerek DSO’niin belirledigi sperm kriterlerine gore degerlendirildi[11]. Likefiye

olan sperm Ornegi swim-up isleminden gecirilerek yikama soliisyonuyla yiizdiirme ve
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yikama islemlerine tabi tutulup saflastirildi. Sperm Orneklerini yayma amaciyla
kullanilacak olan lamlar boyama isleminden 1 giin 6nce polilizin (Sigma; #25988-63-0)

ile kaplanip oda sicakliginda kurutulduktan sonra +4 °C’ de muhaza edildi.

Spermlerin akrozom reaksiyonlarini baglatmak amaciyla ilk olarak stok A23187 ( Sigma,
#A23187) (Calcimycin) hazirlandi. stok A23187 (Calcimycin) hazirlamak i¢in 95,46 pl
distile su ¢ekildi ve mikro santrifiij tiipiine aktarildi. Stok A23187(Calcimycin)’den 1 pl
cekilip mikro santriftj tiplne eklendi ve vortekslendi.

Yikanan sperm orneklerinden 192 ul ¢ekilerek mikro santrifiij tiipli igerisine aktarildi.
Hazirlanan stok A23187 (Calcimycin)’den 8 pl gekildi ve sperm bulunan mikro santrifiij
tiipline eklenerek vortekslendi. Homojen olan 6rnegin iizeri 200 pl parafin yag ile
kapland1 ve 15 dakika boyunca 37°C sicakliktaki etiivde bekletildi. Bu siirenin sonunda
bu sperm 6rnekleri polilizin ile kapli lam iizerine 25 pl hacminde damlatilarak yayildi ve
oda sicakliginda kurutuldu. Kurumasini tamamlayan sperm yaymalar1 %96’ 11k metanolde
10 dakika fikse edildi ve kurumaya birakildi. Ayni giin i¢inde boyanmayan Ornekler

boyama gliniine kadar -20 °C’ de muhafaza edildi.

Cizelge 2.1. Diinya saglik orgiitii sperm parametreleri[11].

Parametre Alt referans limiti
Semen hacmi (ml) 1,5(1,4-1,7)
Toplam sperm sayis1 (10%/ejakiilat) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (108/ml) 15 (12-16)
Toplam motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
[leriye dogru hareketlilik (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canli spermler, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3,0-4,0)
Uzlagilan diger esik degerler

17



Cizelge 2.1 (Devami). Diinya saglik orgiitii sperm parametreleri[11].

pH >7,2

Peroksidaz pozitif lokositler (10%/ml) <10

MAR testi (partikiillere bagli hareketli | < 50

spermler, %)

Immunobead test (boncuklarm baglandig: | < 50

hareketli spermler, %)

Seminal ¢inko (umol/ejakiilat) >24

Seminal fruktoz (umol/ejakiilat) >13

Seminal nétral glikozidaz (mU/ejakilat) | >20

2.2. iZUMO-1 PROTEININ IMMUNOLOKALIZASYONUNUN
IMMUNOFLORESAN iLE BELIRLENMESI

Yukarida belirtilen islemlerden gecirilmis ve akrozom reaksiyonunu tamamlamis sperm
orneklerinde Izumol proteinin belirlemek amaciyla immiinofloresan boyama islemi

yapild.
1. -20 °C’ de muhafaza edilmis 6rnekler boyanmak tizere alindi.
2. Ornekler dik cam sale igerisinde bulunan PBS ile yikand1. (2x5dk)

3. %0,1 triton-x (Bio basic 9002-93-1) PBS icerisinde ¢dzdurildi. (70 ml PBS, 70 pul

triton-x)
4. PBS igerisinden alinan drnekler triton-x ¢ozeltisinde 10 dakika bekletildi.

5. 10 dakikalik siire tamamlandiktan sonra lamlarin sinirlari hidrofobik kalemle

belirlendi.

6. Ornekler nem kutusuna alind1 ve UV blok (Thermo scientific #TA-125-UB) ile 5

dakika muamele edildi.
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7. 1:200 oraninda izomol antikoru (Abcam, #ab211623) hazirlandi ve 6. asama
tamamlandiktan sonra drneklerin {izerine siirlardan tagmayacak sekilde primer antikor

damlatildi.
8. Primer antikor damlatilan ornekler 1 saat nemli ortam kabinda bekletildi.

9. 1 saat tamamlandiktan sonra lamlarin tizerinde primer antikor dokiildii ve lamlar 2x5

dakika PBS ile yikand:.

10. 1:500 oraninda seconder antikor (Jackson ImmunoResearch #111-095-003)

hazirlandi. (Bu asamadan itaberen karanlik ¢aligildi.)

11. PBS’den almman 6rnekler nemli ortam kabina yerlestirilerek simirlardan tagsmayacak

sekilde seconder antikor damlatild1 ve 1 saat bekletildi.

12. 1 saat tamamlandiktan sonra ornekler nem kutusundan alinarak 3x5 dakika PBS ile

yikandu.

13. Ornekler yikandan sonra kapama medyumu ile kapatilda.

Bu islemlerden sonra immiinfloresan boyanan dokularm Olympus BX51 Immunfloresan
Mikroskobu kullanilarak fotograflari ¢ekildi. Elde edilen bu fotograflar daha sonra Image
J programi kullanilarak degerlendirildi.

2.3. ISTATISTIKSEL ANALIiZLER

Immunfloresan boyanan lamlarin ImageJ programmdan elde edilen verilerinin
istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS v.22 programiyla yapildi. Shapiro-Wilk testi
kullanilarak verilerin dagilimi incelenmis olup, Izumo-1 protein degerlerinin hasta-
kontrol gruplar1 ve sigara kullaniminin birlikte etkisinin degerlendirilmesi i¢in iki yonlii
varyans analizi kullanilmistir. Tanimlayici istatistikler sayisal degiskenler i¢in ortalama
ve standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel olarak p <0,05 degeri anlamli olarak

kabul edilmistir.
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3. GENEL BIiLGILER
3.1. ERKEK UREME SISTEMIi

Erkek Ureme Sistemi; testisler, genital kanallar, yardimc1 bezler ve penisten olusur.
Testislerin baslica gorevi spermatozoon ve erkek fizyolojisi i¢in nemli olan androjenleri
(6zellikle testosteron) retmektir. Testosteron spermatogenez, embriyonun erkek fetis

fenotipine gelismesi ve gonodotropin salgisinin kontroliinde 6nemlidir[12].

Genital kanallar ve yardimci bezler ise testislerde lretilen spermatozoonlarin disariya
dogru stiriiklenmesi i¢in gerekli olan salgilar1 iiretir bununla birlikte bu salgilar
spermatozoonlarin beslenmesinide saglar. Bu kanallardaki salgilar ve spermatozoonlar

penisten disari atilan semeni olustururlar[12].

/ vezikiila

semmalls

pubis Py 7N
prostatik iiretra B\ ' rektum
korpus \ / ]/,/’/ejekulatuar
kavernozum "3*’ T kanal
korpus _—— /@ j
spongiyozum T 7 prostat
Uretra ~ bulboiiretral bez

glans penis duktus deferens

skrotum epididimis

tunika vajinalis testis

Sekil 3.1. Erkek iireme sistemindeki yapilarin sematik diyagrami[13].
3.2. TESTIS ANATOMISI

Testisler iist uyluklar arasinda bir deri kesesi olan skrotumda bulunur. Skrotum igindeki
sicaklik, sperm Uretimi icin gerekli olan viicut sicakhigindan biraz daha diisiiktlr[14].
Erkek fetiiste testisler bobreklerin yakminda gelisir ve dogumdan hemen 6nce skrotuma

iner[14]. Bu inis esnasinda duktus deferens (vas deferens) gibi kanallar kendi damarlarini,
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lenfatiklerini ve sinirlerini tagir. Bu sebepten testislerin lenf damarlar1 para-aortik lenf
nodlarma gider[15]. Kriptorsidizm, testislerin inmemesi durumudur ve testisler cerrahi
olarak olmas1 gereken bolgeye yerlestirilmedikge bu durum infertilite ile sonuglanir[14].
Her testis yaklasik 3,8 cm uzunlugunda, 2,5 cm genisligindedir (4 cm'ye 2,5 cm) ve igten
loblara boliinmiistiir[14]. Her lob spermatogenezisin ger¢eklestigi birkag seminifer tibul

ierir[14].

Testisler, spermatik kordlar tarafindan skrotumda asilidir ve sol testis genellikle sag
testisten daha asagida yer alir[16]. Her bir testisin yuzeyi, testisin epididim ve spermatik
korda baglandig1 yer disinda, tunika vaginalisin visseral tabakasi ile kaplidir. Tunika
vajinalis, embriyonik siirecin kapal1 distal kismin1 temsil eden testisi kismen ¢evreleyen
kapali bir periton kesesidir[16]. I¢ kisminda visseral disinda paryetel tabaka bulunur. Bu
iki tabaka arasinda ser6z sivi bulunur[17]. Tunika vaginalis'in visseral tabakasi testis,
epididimis ve duktus deferens'in alt kismina yakindan iliskilidir. Tunika vaginalisin i¢
spermatik fasyaya bitisik olan pariyetal tabakasi, visseral tabakadan daha genistir ve

spermatik kordun distal kismina uzanir[16].

Tunika albuginea, testisin mediasteni olarak i¢, arka yiiziinde bir ¢ikint1 halinde
kalinlagir[16]. Bu i¢ ¢ikintidan, fibr6z septalar spermlerin iiretildigi seminifer tiibiillerin
arasinda uzanir. Seminifer tiibiiller diiz tiibiiller araciligiyla rete testis ile birlesir. Tunika
vasculosa, tunika albuginea’nin i¢ yiizeyinde yer alan tabakadir[16]. Damar ag tabakasi
olan bu tabaka lobuli testisi sarar ve ayni zamanda tunika albuginea’nin tiim bolmelerinin

yuzlerini orter[18].

Uzun testikiiler arterler, abdominal aortun renal arterlerin hemen altindaki anterolateral
yoninden c¢ikarlar[16]. Derin inguinal (kasik) halkalara ulasmak icin Greterleri ve
eksternal iliak arterlerin alt kisimlarin1 gegerek retroperitoneal olarak (peritonun
arkasindan) egik bir ydnde ilerlerler. Inguinal kanallarin derin halkalardan girip
kanallardan gecip ytzeysel inguinal halkalarindan ¢ikarlar ve testisleri beslemek igin
spermatik kordlara girerler. Testikiiler arter veya dallarindan biri duktus deferens arteri

ile anastomoz yaparlar[16].
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| Epididimis govde

Sekil 3.2. Testis ve epididimisin H&E boyanmis kesiti[13].

Testis ve epididimisten ¢ikan damarlar, duktus deferens'in oniinde uzanan ve spermatik
korddaki testis arterini ¢cevreleyen 8-12 damardan olusan bir ag olan pampiniform venoz
pleksusu olusturur[16]. Pampiniform pleksus, testisin termoregilatér sisteminin
(kremasterik ve dartos kaslari ile birlikte) bir parcasidir ve testisleri sabit bir sicaklikta
tutmaya yardime1 olur. Pampiniform pleksusun damarlar iist {iste birleserek inferior vena
kavaya giren bir sag testis damar1 ve sol renal damara giren bir sol testis damari
olusturur[16]. Testisin lenfatik drenaji, testikiiler arteri ve veni sag ve sol lomber (kaval /
aort) ve aort oncesi lenf diigiimlerine kadar takip eder[16]. Testisin otonom sinirleri,
omuriligin T10(-T11) segmentinden sempatik lifler, visseral afferent lifler ve belki vagal
parasempatik lifler iceren testikuler arterdeki sinirlerin testikiler pleksusu olarak ortaya

¢ikar. Otonom lifler ayn1 zamanda deferensiyal pleksus yoluyla testislere ulasabilir[16].
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duktus
deferens

epididimisin ¢
govdesi

mediastinum
testis
rete testis
tunika
vajinalis
diz tubdiller

epididimis kuyrugu
Sekil 3.3. Insan testisinin midsagital kesiti[13].

3.3. TESTIS HiSTOLOJIiSi

Embriyolojik gelisim sirasinda her testis, kanal sisteminin ilk kismi, kan damarlari,
lenfatikler ve sinirlerle birlikte periton boslugunun arka duvarindan skrotuma iner[19].
Bu go¢ sirasinda, testis beraberinde bir periton tabakasi tasir, bdylece skrotumda testis
neredeyse tamamen bir ¢ift mezotel tabakasi ile ¢evrelenir. Bu tabakaya tunica vajinalis
denir ve plevra gibi ince bir serdz sivi tabakasi ile ayrilmig visseral ve parietal
tabakalardan meydana gelir. Bu sivi mezotelyal hiicreler tarafindan salgilanir ve bir
kayganlastiric1 gorevi gorerek testin skrotal kesede serbestce hareket etmesini saglar[19].
Tunika vajinalisin viseral tabakasi, testisin kapsiilii olan tunika albuginea iizerine oturur
ve ¢ok sayida tamamlanmamis kollajen septaya yol agar. Bunlar testisi yaklasik olarak
250 lobile boler. Her bir lobil i¢inde, spermatozoanin iiretildigi bir ila dort adet oldukca
kivrimli olan seminifer tiibiiller vardir. Bu tubiller fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin
bir bazal lamina ve karmasik bir germinal epitelden meydana gelir[20]. Seminifer
tiibiiller, rete testis ad1 verilen bir kanal pleksusuna acilir ve her biri 150-250 pm ¢apmda

ve 30-70 cm uzunlugundadir[12]. Seminifer tiibiiller spermatozoonlar1 iretirler ve
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tiibiiller aras1 bolgede yer alan leydig hiiceleri testosteron salgilarlar. Rete testisten,
duktuli efferentes adi verilen 15 ila 20 kiiciikk kanal, spermleri epididimis olarak
isimlendirilen son derece kivrimli ilk kismina tasir. Tubuli seminiferi contorti’nin duvar
yapisi (seminifer epitel), sertoli hiiceleri ve spermatogenik seri hiicreleri olmak tzere iki
tip hiicre i¢ceren germinal doku ile désenmistir. Spermatogenik seri hiicreleri denilen
hiicreler =~ bazal lamina ile tiibiill limeni arasinda 4-8 swrali tabaka halinde
dizilmistirler[19]. Bu hicreler bolinen, degisime ugrayan ve en sonunda olgun spermi
olusturacak olan spermatidleri igerir ve bu siirece spermatogenez adi verilir[12, 21]. Bu
stire¢ yaklasik olarak 70 giin siirer ve spermatozoanin nihai olgunlasmasi epididimiste

meydana gelir[19].

Mesane
Prostat

Membrandz dretra
—— Ampulla

Uretra |z L _— Seminal vezikil
\ —— Ejakulator kanal

Penis — L 4
—— Bulboiiretral bez

Penisin korpus 7 Duktus deferens

kavernozumu
Uretranin korpus . = Dukius epididimis
kavernozumu <

. Duktus efferentler
Prepisyum \

Glans penis —-\, Epididim

STEDS), :).1') ‘ -
2 2 -_: 25 !
o= /

-~
—

Testikuler lobuller

Tunika albuginea

Tunika vajinalis

Tubuti rekti Rete testis — — —

Sekil 3.4. Erkek genital sistemi boliimleri[9].
3.3.1. Sertoli Hucreleri

Sertoli hicreleri, sitoplazmik uzantilar: tight junction (sik1 baglantilar) ile birbirlerine
baglanan piramidal hicrelerdir[19]. Bu hicreler, spermatogenik seri hucrelerini
kusatirlar. Tabanlar1 bazal laminaya yerlesmis durumdadir[19]. Apikal kisimlar1 ise
seminifer tiibilillerin limenine kadar uzamistir. Bu hiicrelere 151k mikroskobu altinda

bakildiginda sinirlarini net bir sekilde gézlenemez[19]. Bunun nedeni sertoli huicrelerinin
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spermatogenik seri hucrelerini saran ¢ok sayida lateral uzantilarinin olmasidir[19]. Bu
hicrelerin gelismis bir endoplazmik retikulumlari, fazlaca duz endoplazmik
retikulumlari, fazlaca mitokondriler, golgi aygitlar1 ve lizozomlar1 bulunur. Sertoli
hicreleri belirgin nukleoluslara sahiptirler. Hiicrelerin g¢ekirdekleri liggen seklinde
uzamis durumdadir[19]. Sertoli hiicreleri gelismekte olan spermatozoonlar1 destekler,
besler ve ayni1 zamanda korurlar. Ayni zamanda tam olarak farklilagip gelisememis olan
spermatogenetik hucreleri ortadan kaldirma yetenegine Sahiptirler[22]. Sertoli

hiicrelerinin baslica gorevleri,

e Gelismekte olan spermatozoonlar1 destekler, korur ve beslerler.

e Spermatidlerin olgunlagsmasi sirasinda meydana gelen fazla sitoplazma kalintilarini
ortadan kaldirirlar.

e Kan- testis bariyerini olustururlar.

e Fetal donemde AMH (Anti Miilleryen Hormon) sentezi yaparlar.

e Spermatogenik hiicreleri olgunlastirmak tizere testikuler transferrini Uretirler.

e Androjen baglayici faktor salgilarlar.

e Spermatogenezi ve spermiyogenezi diizenleyen faktorleri salgilarlar.

e Leydig hiicrelerinin ve peritiibiiler hiicrelerin islevini diizenleyen faktorleri
salgilarlar.

e Hormon iiretimini diizenleyen inhibin hormonunu salgilarlar.

e Tiibiiler siviy1 salgilarlar[19].
3.3.2. Interstisyel Doku

Testis dokusu seminifer tubtllerden (tubuli seminiferi) ve interstisyel dokudan meydana
gelir. Interstisyel doku, lenfatik kanallari, sinirleri, leydig hiicrelerini ve kan damarlarmni

iceren gevsek bag dokusundan meydana gelir[19, 23, 24].
3.3.3. Leydig Hucreleri

Leydig hicreleri interstisyel dokuda yer alan ve testosteron salgilayan ana
hicrelerdir[19]. Tek tek veya kumeler halinde bulunurlar ve seminifer tibulleri
cevreleyen zengin kan ve lenf kilcal pleksuslarinda gomiilii haldedirler. Hucrelerin
cekirdekleri yuvarlaktir, dagiik kromatin ve periferde bir veya iki niikleolus bulunur[19].
Kapsamli eozinofilik sitoplazma, degisken sayida lipit damlaciklar: icerir ve elektron
mikroskobu ile incelendiginde adrenal korteksin steroid salgilayan hiicrelerine ¢ok
benzerler. Hucreleri fazlaca diiz endoplazmik retikulum, mitokondri, golgi aygiti, lipid
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damlaciklar1 ve lipofuksin graniilleri bulunur[13, 25]. Leydig hicrelerinin testosteron

tretmesi yas artigina bagli olarak azalir[26].
3.3.4. Kan-Testis Bariyeri

Spermatogenez, sertoli hiicrelerinin yapisal ve besleyici destegi ve endokrin faktdrlerin
hassas regiilasyonu altinda, memeli testisinin fonksiyonel birimi olan seminifer tiibiiller
icinde olgun spermatidlere doniistiigii hiicresel siirectir[27]. Sertoli hiicreleri, seminifer
tiibiillerin epitelinin tabanina yakin bir yerde, sahip olduklari sik1 baglantilar ile kan-testis
bariyerine meydana getirir[28]. Kan-testis bariyeri, testislerin normal fizyolojik islevini
saglamak i¢cin besinleri spermatogenik tiibiillere  aktarir. Ayrica  biyolojik
makromolekiillerin testis liimenine “giris ve ¢ikisint” kisitlar ve spermatogenez igin essiz
bir mikro ortam saglar. Bu bariyer suyun, elektrolitlerin, iyonlarin, hormonlarin, parakrin
faktorlerin ve diger ekzojen biyomolekillerin paraseliiler ve transseltler diflizyonunu
simirlar, spermatogenez i¢in benzersiz bir mikro ortam saglar ve testislerin normal
fizyolojik islevine yardimci olur[28, 29]. Kan-testis bariyeri seminifer tibulleri bazal ve
apikal bolmelere ayirir. Mayoz, spermiyogenez ve spermiyasyon apikal bdlmede
gerceklesir; bazal bolmede spermatogonyal hiicre bolinmesi ve preleptoten
spermatositlere farklilasma meydana gelir. Boylece bu bariyer mayotik ve postmayotik
germ hiicrelerini kan dolasimindan aymran immiinolojik bir bariyer olusturarak mayotik
ve postmayotik germ hiicreleri i¢in benzersiz bir mikro ortam olusturur[27]. Ayni
zamanda bu bariyer seminifer tiibiillere immiinglobulinlerin geg¢isine engel olarak

spermatogenik hiicrelerin immun sistemden izole edilmesinde hayati rol oynar[30].
3.3.5. Testis I¢i Genital Kanallar

Tubuli rekti, rete testis ve duktuli eferentes testis ici kanallar olarak kabul edilir. Bu
kanallarin baglica gérevi spermatozoonlari ve seminifer tiibiillerden gelen siviy1 duktus

epididimise dogru tasimaktir[12].
Tubuli Rekti

Seminifer tiibiiller, testis lobiillerinin her birinin apeksine yakin bir yerde birleserek tubuli
recti ad1 verilen kisa, diiz tiibiiller olusturur. Epitelinde sertoli hiicreleri bulunurken germ
hicreleri yer almaz. Epiteli ince bir bazal lamina tizerinde uzanir ve gevsek bag dokusu
ile cevrilidir. Tubuli rektinin ltimeni, mediastunumda bir anastomozlasan kanallar agi

olan rete testis ile devamlilik gosterir[31].
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Rete Testis

Rete testis, her birinin apikal yuzeyinde mikrovilluslar bulunan ve tek bir silyum tasiyan
hicrelerden meydana gelen prizmatik epitel ile kapli olan kanallar sistemidir. Epiteli

hassas bir bazal limana tizerinde yer alir[31].
Duktuli Ffferentes

Erkeklerde testisin posterosuperior yiizeyindeki mediastenden 10 ila 15 duktuli efferentes
ortaya ¢ikar ve rete testis kanallarini duktus epididimis ile birlestirir. Efferent kanallar
kivriml bir seyir izler ve destekleyici dokulari ile epididim basinin baglangic segmentini
olusturur[31]. Efferent kanallarm limen smiri, degisen uzun ve kisa siitunlu hiicre
gruplarinin varligindan dolay1 karakteristik diizensiz bir sekil gosterir. Epiteli siyali ve
silyasiz hiicrelerden meydana gelir. Silyasiz hiicreler, apikal yiizeylerinde ¢ok sayida
mikrovillus gosterir ve duktal sistemin bu boliimiinde bulunan testis sivisinin ¢ogunu
emdigi distinilir. Siyali hiicreler ise epididimise dogru ilerler ve hareketsiz spermi ve
testis stvisin1 bu yonde hareket ettirmeye yardimci olur.[31] Epiteli bir bazal lamina
tizerinde yer alir ve epididimis kanalina dogru kalinlasan dairesel olarak diizenlenmis bir

diiz kas tabakasi ile smirhidir[31].
3.3.6 Spermatogenez ve Spermiyogenez

Seminifer tiibulde sperm Uretiminin birinci asamasi spermatozoon dretim surecidir ve bu
slire¢c spermatogenez olarak isimlendirilirken ikinci asama ise spermiyogenez olarak

isimlendirilir[12].

Spermatogenez, spermatogonyumlarin  spermatozoon halini almasi siirecidir.
Spermatogonyumlar bazal laminaya bitisik olan germinal epitelin bazal bdlmesinde
bulunur. Hiicreler 10 ile 20 pm capinda olup yuvarlak veya elips seklinde, diploid
kromozom sayisina sahiptirler. Spermatogonyum, yaklasik olarak 12 pm capinda ve
bazal laminanin hemen iistiinde bulunan kiiciik bir hiicredir. Iki tip spermatogonyum
ayirt edilebilir. A tipi spermatogonyumlar, mitoz ile ¢ogalir ve gelecekteki germ
hiicrelerinin olusumu igin bir kok hiicre rezervi saglar. Mitotik bolinmeler ile A tipi
spermatogonyumlar, B tipi spermatogonyumlar1 olusturur. Bu iki tip spermatogonyum
hiicreleri ¢ekirdeklerine gore ayirt edilebilir. Tip A spermatogonyum kiiresel veya eliptik
cekirdege sahipken, B tipi spermatogonyum daha ac¢ik renkli kiiresel ¢ekirdege
sahiptir[31].
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Primer spermatositler ilk basta B tipi spermatogonyumlara benzerler, ancak germinal
epitelin bazal laminasindan gog ettikge daha biyik ve daha kuresel hale gelip ¢cekirdek
boliinmenin ilk asamalarina girer[31]. Primer spermatositler genellikle germinal epitelin
merkezinde yer alirlar ve bu biiyiik hiicrelerin bazalden adluminal bolmeye nasil gectigi
bilinmemektedir[31]. Primer spermatosit, sekonder spermatositleri Gretmek icin birinci
mayoz bdlinmeye ugrarlar. Primer spermatosit birinci mayozun profaz sathasi yaklagik
22 giin siirdiglinden, yapilan mikroskobik incelemelerde goriilen spermatositlerin cogu
bu hiicrelerdir. Birinci mayozun tamamlanmasiyla sekonder spermatositler meydana gelir
ve bu hiicreler haploit kromozom sayisina sahiptirler. Bu hiicreler olustuktan hemen sonra
boliinmeye girdiginden, mikroskobik incelemelerde ¢ok nadir goriiliirler[31]. Seconder
spermatositlerin mayoz bélinmesiyle haploit kromozom iceren spermatidler meydana
gelir. Spermatositlerin mayoz 1 ve mayoz 2 bdlinmelerinin arasinda interfaz evresinde
S fazi goriilmez. Bu durum olusan hiicrelerin haploid kromozom sayisina sahip

olmalarina neden olur[12].

Spermatidlerin ince, hareketli spermlere farklilasma siirecine spermiyogenez denir[31].
Meydana gelen spermatidler, merkezi kiresel ¢ekirdekli, belirgin golgi aygiti, cok sayida
mitokondri iceren yuvarlak hiicrelerdir. Spermiyogenezin baslangicinda, Golgi zarlarinda
bircok kictk granil belirir ve bu graniller akrozomu meydana getirmek igin igin tek bir
yap1 olusturmak tizere birlesir[31]. Gelismekte olan akrozom, golgi aygitindan tiiretilen
akrozomal vezikil olan bir zarla cevrilidir ve niklear zarfin dis tabakasi ile yakindan
iliskilidir. Akrozomal vezikiil genisler ve daha sonra ¢ekirdegin 6n yarisinin {izerine
cokerek akrozomal kabi olusturur. Bu olaylar meydana gelirken, iki sentryiol, olusan
akrozomun z1t tarafinda, ¢ekirdege yakin bir konuma go¢ eder. Distal sentriyolden dokuz
periferik ¢ift ve merkezi bir ¢ift mikrotiibiil gelisir ve kuyrugun aksonemini olusturmaya
baslar. Proksimal sentriyol, ¢ekirdegin implantasyon fossa ad1 verilen kaudal bolgesi ile
yakindan iligkili hale gelir. Aksonem gelismeye devam ettikce, etrafina dokuz
uzunlamasina kaba lif uzanir ve ¢ekirdegi (basi) spermatozoonun kuyrugu ile birlestiren
baglant1 pargasimni olusturan dokuz kisa, pargali siitun ile karigir[31]. Annulus
sentriyollerin yakminda olusur ve gelismekte olan kamgidan asagi dogru gog¢ eder.
Rastgele dagilmis mitokondri kamg¢iya gog eder ve sentriyoller ile annulus arasindaki siki
bir sarmalda hizalanwr. Bu spiral olarak diizenlenmis mitokondriyal kilif, olgun bir
spermatozoanin kuyrugunun orta parcasimi karakterize eder. Bu olaylarla es zamanl

olarak ¢ekirdekte belirgin degisiklikler meydana gelir: yogunlasir, uzar ve hafif¢ce
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diizlesir ve akrozomla birlikte sperm basini olusturur. Sitoplazmanin biiylik kismi artik
gelisen spermatidin orta pargast ile iligkilidir. Farklilasma tamamlanmak {lizereyken, fazla
sitoplazma artik govde olarak dokiiliir ve spermatozoonu kaplamak i¢in yalnizca ince bir
sitoplazma tabakasi birakilir. Kalnt1 sitoplazma, spermatozoa seminifer tiibiiliin
limenine salmir ve sertoli hiicreleri tarafindan fagositize edilir. Spermatozoalar bu
asamada morfolojik olarak olgun goriinse de, hareketsizdirler ve fertilizasyon yetenegine
sahip degildir[31]. Spermatogonyumun spermatozoaya doniismesi igin gecen siire

nispeten sabittir ve tiire 6zgiidiir: insanlarda yaklasik 64-70 gundur[31].

gec spermatid

erken spermatid

pakiten primer
spermatosit

siki baglanti
kompleksi

bazal lamina

Sertoli Tip A acik Miyoid hiicreler

Tip A koyu hiicresi spermatogonyum Tip B acik
spermatogonyum

spermatogonyum

Sekil 3.5. Seminifer tiibiil ve igerisinde yer alan hiicrelerin goriiniisi[13].
3.3.6. Matir Spermin Yapisi

Seminifer tubdllerin limeninde serbest halde bulunan spermatozoa, cekirdek iceren bir
bas ve hiicreye hareketlilik saglayan bir kuyruktan olusur. Cekirdegin kromatini ¢ok
yogunlagmustir ve hacmi azalmistir, bu durum islevsel olarak olgun spermlere daha fazla
hareketlilik saglar[31]. Yogunlastirilmis kromatin formu, spermatozoan yumurtayi
dolleme yolundayken genomu da korur. Akrozomal kap, ¢ekirdegin 6n tigte ikisini kaplar
ve fertilizasyon sirasinda yumurtanin penetrasyonu i¢in 6nemli olan enzimleri igerir[31].
Cekirdegin boyutu ve sekli farkl tiirlerde ¢ok biiytik farkliliklar gosterir. Sperm kuyrugu
yaklasik 55 pm uzunlugundadir ve boyun, orta parc¢a, ana parga ve son par¢adan meydana
gelir. Spermin boyun kismi bas ve kuyrugun birlestigi bolgede yer alir. Orta parca
boyundan halkaya kadar uzanrr ve aksonem, dokuz kalin lif ve mitokondri sarmal

kilifindan olusur[31]. Ana par¢a kuyrugun en uzun kismudir ve aksonem ile ¢evresel
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liflerden olusan bir kilifla ¢evrili dokuz kalm liften (2 + 9 + 9 diizenlemesi) olusur[31].
Son parga, kuyrugun en kisa bolimiidiir ve plazmalemma ile ¢evrili aksonemden
meydana gelir. Fizyolojik olgunlagsmanimn son adimi disi iireme organinda gergeklesir ve

bu duruma kapasitasyon denir. Bu olay yumurta kanalinda meydana gelir[31].

Spermatid Golgi Faz=1 Akrozom Fazi Erken Orta
Maturasyon Maturasyon
Faz Fa=z

Nuokleus

Akrozomal
sranul

Sekil 3.6. Spermiyogenez asamasinda spermatidlerin degisimi ve matiir sperm

yapisi[20].
3.4. TESTIS FiZYOLOJiSi

Testisler spermatozoa ve testosteron gibi hormonlar1 {iretme 6zelligine sahiptirler[12].
Testisler, duvarlarinda spermatozoanmn ilkel germ hiicrelerinden (spermatogenez)
olusturuldugu kivrimli seminifer tibillerden olusur. Loblarin her birinin ucu mediastende
bulunan rete testis denen bir kanal agina akar. Oradan Duktuli eferentesler ve epididimise
ulagir. Burada motilite kazanir ve ejekiilasyon sirasinda vas deferense gecer. Ejakiilasyon
sirasinda spermatozolar, prostatin govdesindeki iiretraya ejakiilasyon kanallar1 yoluyla

girerler.

Viicut sicakligindan (37 °C) disiik 1sida gergeklesen spermatogenez icin 1s1 oldukca
onemlidir[12]. Tetisin ekzokrin salgis1 seminifer tiibiillerin aktif holokrin salgis1 olan
spermatozoonlardir[32]. Bu nedenle skrotum sicaklig1 viicut sicakhigindan yaklagik 3-4
°C daha diistiktiir. Pampiniform pleksus, testisin termoregulatér sisteminin (kremasterik

ve dartos kaslar1 ile birlikte) bir parcasidir ve testisleri sabit bir sicaklikta tutmaya
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yardimce1 olur. Ayni1 zamanda skrotum terinin buharlagmasi, spermatik kordonda yer alan

kramester kaslarin kasilmasi spermatogenezin gerekli 1si1sin1 saglamada etkilidir[33].

Interstisyaumda bulunan leyding hiicreleri testosteron salgilarlar. Testosteron sperm
uretimi surecinde germ hiicrelerinin boliinlip farklilagmasi i¢in gerekli olup, hipofiz
bezinden salgman Luteinizan hormon (LH) etkisiyle leydig hiicrelerinden salgilanir[34].
Ayn1 zamanda testosteron, spermatogenezi ve erkek reme sisteminde bezlerin (prostat
ve vesikula seminalis) fonksiyonlarmi devam ettirmektedir[35]. Leydig hucreleri
testosteron, dihidrotestosteron ve Ostradiol Gretir ve ayrica LH, somatotropin (STH),
foliktl stimdle edici hormon (FSH), blyime hormonu (GH), prolaktin, éstrojen, human
chorionic gonadotropinin (HcG)’nin etkileriyle uyarilir[34, 36]. FSH’ da LH gibi
spermatogenez icin 6nemli hormonlardan biridir. FSH, sertoli hiicrelerine etki ederek
ABP’nin sentezini ve salinimimi uyarmaktadir. Salinan ABP, testosterona baglanarak bu
hormonun seminifer tiibiil liimenine kadar taginmasina yardimci olur. Spermatogenez
Ostrojen ve progesteron tarafindan inhibe edilir. Spermatozoonlar, sertoli hiicreleri ve rete
testiste bulunan hiicreler tarafindan salginan testikiiler sivi ile epididimis igine tasimnir.
Testikiiler sivi steroidler, proteinler, iyonlar ve testosteronla birlesmis ABP

icermektedir[37].
3.5. TESTIS EMBRIYOLOJISI

Hem erkeklerde hem de disilerde gamet olusturan hiicreler yolk kesesi adi verilen
ekstraembriyonik bir zar iginde gebeligin dordiincii haftasinda tespit edilebilir[38]. Bu
hicreler primordiyal germ hiicreleri olarak isimlendirilir. Gelisimin 4. ve 6. haftasinda bu
primordiyal germ hiicreleri yolk kesesinden bagirsak tiipiiniin duvarma oradan da
bagirsak mezenterinden sirt viicut duvarma ameboid hareketlerle ilerler[38].Bu hiicreler
dorsal viicut duvarinda, orta hattin her iki tarafinda, kolomik boslugun membrandz
duvarmin hemen derinindeki gevsek mezenkimal dokuda dururlar. Primordiyal germ
hiicreleri, gocler esnasinda mitoz bdoliinmeler ile cogalmaya devam ederler. Bu
hiicrelerden bazilar1 gé¢ esnasinda mahsur kalarak ekstragonadal bdlgelerde dinlenmeye

bagslayabilirler ve bu hiicreler teratom adi verilen bir gesit tiimore yol agabilirler[38].

Erkek genital sisteminin gelisiminde ilk olay, Y kromozomunda bulunan SRY geninin
ekspresyonudur[38]. Bu faktoriin etkisi altinda somatik destek hiicreleri sertoli
hiicrelerine farklilasmaya baslar ve germ hiicrelerini sararlar. Gelisimin 7. haftasinda

farklilagan sertoli hiicreleri gonadin interstisyel hiicreleri ile birlikte, germ hiicrelerini bu
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kordonlarin merkezine germ hiicrelerini hapsederk testis kordonlar1 olusturmak iizere
organize olurlar. Testis kordonlar1 ergenlikte kanalize olur ve bir seminifer tiibiil
sistemine farklilasir. Sertoli hiicreleri, mezonefroza bitisik ve germ hiicrelerinden yoksun
bolgede, rete testis adi verilen bir dizi ince duvarli kanal seklinde organize olurlar.
Seminifer tiibiilleri sinirh sayida mezonefrik tiibiille (gelecekteki efferent kanallar)
baglayan rete testis, ergenlik doneminde kanalize olur ve seminifer tiibiilleri mezonefrik
kanallara baglayan bir kanal olusturur[38]. Mezonefrik kanallar daha sonra epididim,
spermatik kanallar veya vas deferens ve erkekte seminal vezikullere (daha sonra ortulur)
doniisiir. Gelisimin 7. haftasinda, testisler mezonefroz ile temas alanlarini azaltarak
yuvarlaklasmaya baglar. Testisler gelismeye devam ederken, kolom epiteli testis
kordlarindan tunica albuginea adi verilen bir bag dokusu tabakasi ile ayrilir[38]. Germ
hiicrelerinin daha fazla gelismesi, dogum sonras1 yaklasik {i¢ aya kadar, A tipi
spermatogoniye farklilasana kadar gergeklesmez. Erkek gametogenezinin kalan evreleri
(daha ileri mitoz, B tipi spermatogonyuma farklilasma, mayoz ve spermatogenez )
ergenlige kadar ertelenir. Sertoli dncesi hiicreler morfolojik farklilasmalarma basladikg¢a
buna karsilik, Anti Mulleryen Hormonu (AMH) ad1 verilen bir glikoprotein hormonu
salgilamaya da baslar. AMH, Tgff ailesinin bir tiyesidir ve 6zellikle insanlarda yaklasik
8. haftadan baglayarak sertoli hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve paramesonefrik
kanallarm 8. ve 10. haftalar arasinda hizla gerilemesine neden olur[38]. Gelisimin 9. veya
10. haftasinda, sertoli oncesi hiicreler tarafindan toplanan mezenkimal hiicrelerden leydig
hicreleri farklilasir. Bu hicreler testosteron hormonu salgilarlar. Gelisimin bu erken
asamasinda testosteron salgilanmasi, plasenta tarafindan salgilanan peptit hormon
koryonik gonadotropin tarafindan diizenlenir. Gelisimin ilerleyen asamalarinda, erkek
fetistin hipofiz gonadotropinleri, seks steroidlerinin (androjenler) sentezlenmesinin
kontroliinii ele gecirir. Plasental koryonik gonadotropinin kontrolii altinda, hem leydig
hiicre sayis1 hem de testosteron seviyeleri gebeligin 14 ila 18 haftasinda zirveye
ulasir[38]. Leydig hucreleri Uzerindeki luteinize edici hormon reseptorleri 12. haftada
ortaya ¢ikmaya baslar. Bu sirada bu hiicreler tarafindan salinan steroidojenik enzimlerin
ekspresyonunda es zamanli bir artis olur. Fakat 16. haftadan gonadotropin kontrolii
hipofize gegerken leydig hiicrelerinin sayis1 ve steroidojenik enzimlerin seviyeleri
diismeye baglar. Gelisimin 8. ve 12. haftasi arasinda testosteron, mezonefrik kanallar
uyararak testisleri liretraya baglayan bir organlar sistemine (epididimis, vas deferens ve

seminal vezikiil) donlismesi i¢cin uyarir. Mezonefrik kanalin biiylik kism1 vas deferens adi
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verilen spermatik kanala farklilasir. Her mezonefrik kanalin en kraniyal ucu dejenere
olarak apendiks epididimis ad1 verilen kiigiik bir kalint1 birakir ve mezonefrik kanalin
varsayimsal testise bitisik bolgesi kivrimli epididimise farklilagir. Dokuzuncu hafta
boyunca, epididim bdlgesindeki 5 ile 12 mezonefrik tubul, gelecekteki rete testisin
kordonlariyla temas eder[38]. Epigenital mezonefrik tibiller bundan sonra efferent
kanallar olarak adlandirilir ve seminifer tiibiillerden ve rete testisten epididimise bir kanal
saglarlar. Bu arada, gelismekte olan testisin kaudal kutbundaki mezonefrik tibuller
(paragenital mezonefrik tiibiiller olarak adlandirilir) dejenere olur ve paradidim adi
verilen kiigiik bir kalint1 birakir[38]. Genital sistemde yer alan seminal vezikiil, prostat ve
burbourethral bez mezonefrik kanallar ve iiretra arasindaki baglant1 yakininda geligir.
Gelisimin 10. haftasinda glandiler seminal vezikiiller, {retraya baglanmalarinin
yakmindaki mezonefrik kanallardan filizlenir. Prostat bezi de Uretradan tomurcuklanan
bir endodermal evajinasyon kiimesi olarak 10. haftada gelismeye baslar[38]. Prostatin
endodermal olarak tiiretilmis glandiiler kismini1 ¢evreleyen mezenkim, prostatin diiz
kasina ve bag dokusuna farklilasir. Prostat gelismeye devam ederken bulbodiretral bezler
( Cowper bezleri), prostatin hemen altinda tiretradan filizlenir. Endodermal glandiiler
dokuyu ¢evreleyen mezensim, prostatta oldugu gibi bu bezin bag dokusu ve diiz kasini
olusturur. Fetal donemin 26. Haftasindan itibaren testisler skrotuma inmeye baglar.
Sonunda, seminal vezikiillerin, prostatin ve bulboiiretral bezlerin salgilarin timii,
ejakiilasyondan sonra spermatozoayir koruyan ve besleyen seminal siviya katkida

bulunur[38].

Noral krest hiicrelerinin toplanmasi - — Noral tip

Gonadal kordonlar
Primordiyal germ htcreleri

Farklanmamis gonad
Gonadal sirt

Seminifer kordon

Primordiyal germ hiicreleri

Sekil 3.7. Bes haftalik embriyonun yedinci haftadaki testis gelisimin goriiniimii[39].
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3.6. iZUMO1

[zumo1, kisa bir sitoplazmik kuyrugu olan transmembran proteinidir[6, 10]. izumol,
sperm-yumurta flizyonu igin gerekli olan yaklagik 56 kDa'lik testis'e 0zgl bir
molekiildiir[2, 4]. izumol spermdeki en énemli sperm-yumurta fiizyon proteinidir ve
flizyon igin gereklidir. izumol proteininin disfonksiyonu veya mutasyonu erkek
infertilitesine neden olabilir[40]. Fertilizasyon, sperm ve oositin birbirlerini buldugu ve
etkilesime girdigi olaydir. Bununla birlikte, fertilizasyonda Izumo1’in fonksiyonu olup
olmadig1 sorusu, Izumo1’den yoksun fareler homolog rekombinasyon ile Uretilinceye
kadar kesin olarak cevaplanamamisti. Izumo1 mutant fareler tretildikten sonra saglikli
olduklar1 ve belirgin gelisimsel anomalileri olmadig1 gosterilmistir. Beklendigi
gibi, iIzumol1 7 erkekleri normal ¢iftlesme davramisma ragmen infertil olduklar
saptanmustir[41]. izumol -/- bireylerde sperm ZP'ye sorunsuz bir sekilde niifuz eder
ancak yumurtalarla kaynasamaz. Bu durum yumurtalarin perivitellin boslugunda sperm
birikmesine neden olur[2, 41]. Spermin ZP'ye niifuz edip perivitellin alana birikmesi,
izumo1’in flizyon i¢in anahtar rol oynadiginin gostergesidir[2]. Kesintisiz devam eden

genetik calismalar1, izumo1'in fertilizasyon i¢in gerekli oldugunu agikca gostermistir[42].

Erkek Izumo1l -/- gametleri normal sperm hiicre sayilar1 Uretse de, normal motilite ve
morfoloji ile bu hayvanlar tamamen infertildir[42]. Erkek Izumol infertilitesinin
nedenleri ile ilgili daha fazla arastrma, Izumol -/- gametlerinin  yumurta ile
kaynasmalarinda tamamen basarisiz oldugunu gdstermistir. Bu veriler, Izumo1'in sperm

yumurta flizyonunda rol oynadigina dair kesin kanitlar saglamistir[2].

[zumo1'in yumurta i¢inde neye baglandigmm tam olarak anlasilmasi, son zamanlarda bir
dizi diisiik afiniteli baglanma calismasi ile gelistirilmistir. “Juno” olarak adlandirilan
yumurta Uzerinde bulunan GPI (glikofosfatidilinositol) baglantili hiicre yiizeyi
reseptorunin, izumol baglayici bir glikoprotein oldugu kesfedilmistir. izumo1 ve Juno
genleri tarafindan kodlanan proteinler, sperm ve yumurtanin taninmasinda rol oynayan
bir ligand-reseptor protein ¢ifti olusturur[43]. Gergekten de Juno nakavt fareleri,
spermatozoanm yumurta ile kaynagsmamasindan dolay: infertildir. izumol ve bunun
yumurta tarafindaki reseptorii Juno, membran flizyonunu tetiklemek i¢in vazgecilmez

faktorler olarak ortaya konmustur[2, 5].

Daha oOnceki caligmalarda da gosterildigi gibi, izumol’deki bir kusurun erkek

infertilitesine neden oldugu saptanmistir[10]. Bununla birlikte izumol, olgun spermlerin
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plazma membrani iizerinde lokalize degildir[10]. Spermatozoa, yumurtalarla
kaynasmadan dnce, “kapasitasyon” olarak adlandirilan fizyolojik bir degisiklige ve sperm
membranlarinim yeniden yapilandirilmasini ve “akrozom reaksiyonu” olarak adlandirilan
akrozomal igerigin salmmasmi iceren bir sonraki morfolojik degisiklige tabi
tutulmalidir[6, 7]. Akrozom sperm basmin 6n yarisinda bulunur ve 6n akrozom (AA),arka
akrazom (PA) veya ekvator segmenti (ES) olarak alt boliimlere ayrilir. Bagin arka kismina
postakrozomal bélge (PAR) denir[10]. Spermin bas kismi distan ige dogru dért membran
ile gevrilir; plazma membrani (PM), dis akrozomal membran (OAM), i¢ akrozomal
membran (IAM) ve niiklear zar[10].

Cumulus layer Zona pellucida
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Sekil 3.8. Sperm- yumurta flizyonu sirasimda Juno ve izumo1 proteinin sematik

gOsterimi[44].

Akrozom OAM ve |IAM ile geverelenir. Plazma zar1 ile OAM arasindaki dar alana
periakrozomal katman, IAM ile niikleer zarf arasindaki bosluga ise periniikleer
maddelerin  bulundugu subakrozomal katman (periniikleer teka) adi verilir[10,
45].Fertilizasyon swrasinda izumol'in roliini degerlendirmek icin, filzyon sirasinda
izumol'in lokalizasyonu mCherry ( monomerik kirmizi floresan proteinlerin mFruits
ailesinin bir Gyesi) etiketli izumo1 kullanilarak arastirilmustir[3, 10]. izumo1 akrozomda
lokalizedir ve sperm yiizeyinde saptanamaz[46]. Izumol baslangigta AR’den Gnce
plazma membrani altina gizlenir ve daha sonra canli spermatozoada izumol, AR
sirasinda dig akrozomal zardan plazma membranma taginir[2, 3, 6]. AR, spermin

yumurtalarla kaynagsmasi i¢in bir 6n kosuldur[2]. AR’den sonra sperm plazma zari
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uzerinde izumol bulunur[2]. AR sirasinda, AC’den baslayarak, WES ve AES’e dogru
ilerleyerek sperm basmmn tamammi kaplar[9]. Izumol'in yer degistirmesi, Tssk6’a
baglidir[8, 9]. Tssk6, AR’den sonra aktin polimerizasyonunun dizenlenmesi yoluyla
izumo1’in yeniden dagitilmasinda rol oynar[8, 10]. ilging bir sekilde, Tssk6 eksik olan
farelerden alinan spermatozoanin, yumurta ile kaynasamadigi goriilmiistiir ve bu nedenle
Tssk6'nin fzumo1 fosforilasyonundan (kismen) sorumlu oldugunu
diistinlilmektedir[8]. Bu veriler, izumol'in sperm-yumurta flizyonunda rol oynadigina
dair kesin kanitlar saglamistir[13]. Yetersiz izumol erkek fare spermleri oosite

baglanamaz ve infertildir[42, 47].

Ug gamet membran proteininin fertilizasyon i¢in gerekli oldugu gosterilmistir: Sperm

proteini Izumo1, yumurta reseptorii Juno ve yumurta proteini CD9[48].

{ Connecting
—— pilece

* Mid piece

Sekil 3.9. Matiir insan sperminin bas kismi[10].

[zumo1 ve Juno yapisma bolgesinde CD9 birikimi gergeklesir ve bu durum Izumol
zenginlesmesine olanak saglar[48]. Fare yumurtasindaki CD9 ve spermindeki izumol
kritik oyuncular olarak goze carpmaktadir. CD9 - / - ve izumo1l - / - fareler sagliklidir,

ancak kusurlu olduklart igin infertildir[49].
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3.7. ERKEK INFERTILITESI

DSO, infertiliteyi en az 12 aylik diizenli, korunmasiz cinsel iliskiden sonra gebe
kalamama olarak tanimlamaktadir[1, 50]. Infertilite diinya capinda 6nemli bir saglik
sorunudur ve tireme ¢agindaki ¢iftlerin % 8-12'sini etkiledigi tahmin edilmektedir[1, 51].
Yapilan arastirmalarda, 1990 ile 2017 arasinda, yasa standardize edilmis infertilite
prevalansmin her yil kadinlarda % 0.370 ve erkeklerde %0.291 arttigini bildirilmistir[1,
52]. infertilite nemli psikolojik ve sosyal problemlere[1, 53, 54] neden olur; hastalar ve

saglik bakim sistemleri iizerinde 6nemli bir ekonomik yiik olusturur[1, 55].
3.7.1. Erkek Infertilitesi Nedenleri

Dogustan, edinilmis ve idiopatik olarak smiflandirilabilen erkek infertilitesi
insidansindaki artisa ¢ok sayida neden ve risk faktorii katkida bulunur[1, 56, 57]. Erkek
infertilitesinin bilinen birincil genetik nedenleri, kistik fibroz gen mutasyonlari ile iliskili
vas deferenslerin konjenital iki tarafli yoklugu, Kallmann sendromu, testis fonksiyonunun
bozulmasina yol agan kromozomal anormallikler ve izole spermatogenik kusurlara neden
olan Y kromozomu mikrodelesyonlaridir[1, 58]. Edinsel faktorler arasinda varikosel,

%40 prevalansi ile erkeklerde en yaygin ve diizeltilebilir kisirlik nedenidir[1, 57, 59, 60].

Erkek infertilite vakalarinin yaklasik %30-50'si idiopatiktir ve fark edilebilir bir nedeni
veya buna katkida bulunan kadm inferilitesi yoktur[1, 61, 62]. Erkek oksidatif stres
infertilitesi, degisen semen Ozelliklerini ve oksidatif stresi icerir ve idiopatik erkek

infertilitesi olan yaklasik 37 milyon erkegi etkiler[1, 63].

Toksik kimyasallara[1, 64] cevresel veya mesleki maruziyet ve c¢esitli yasam tarzi
faktorleri (Or. sigara icmek,[1, 65, 66] ) alkol tiketimi,[1, 67] eglence amagli uyusturucu
kullanim1,[1, 68] obezite,[1, 69, 70] ve psikolojik stres[1, 71] erkek infertilitesi icin
potansiyel risk faktorleridir[1, 72].
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Cizelge 3.1. Erkek infertilitesinin nedenleri ve risk faktorleri[1].

Konjenital Faktorler

Kazanilmis Faktérler

idiopatik Risk Faktorleri

mikrodelesyonu

Anorsi Varikosel Sigara icmek
Vas Deferenslerin Yoklugu Testikller Travma Alkol
Kriptoorsidizm Testikiller Torsiyon ilaglar

Y kromozomu Germ Huicre Timorleri Obezite

Kromozomal Anomaliler

Hipogonadotropik

Hipogonadizm

Psikolojik stres

Obstriksiyonu

Klinefelter Sendromu Tekrarlayan Urogenital ileri baba yasi
Enfeksiyonlar

Kallmann Sendromu Epididimit, Kabakulak, Orsit Diyet faktorleri

Robersonian Translokasyon Urogenital sistem Cevresel veya mesleki

toksinlere maruz kalma

Androjen duyarsizhk

sendromu

Eksojen faktorler ( kemoterapi,

ilaglar, radyasyon, isi)

Genetik Endokrinopati

Sistemik hastaliklar (karaciger

sirozu, bobrek yetmezligi)

Konjenital Obstriksiyon

Anti-sperm antikorlari

Cinsel islev bozuklugu (erektil

veya ejakilatuar disfonksiyon)

Testis Ameliyatlan

3.8. IDIOPATIK ERKEK INFERTILITESI

1diopatik infertilite, hastada mevcut olan anormal semen analizini agiklayabilecek

herhangi bir sebep bulunamamasi veya bu parametrelerde ve diger testlerde herhangi bir

kusur goriilmeyerek hastanin infertilite nedeninin agiklanamamasi durumudur. Bu tir

herhangi bir kusur tasimayan hastalarda volim, viskozite, kontsantrasyon, motilite ve

morfoloji gibi spermiogram parametreleri diinya saglk orgiitiiniin belirledigi kriterlere

gdre normal olarak degerlendirilmektedir. Infertil hastalarin yaklasik %25’inde idiopatik

infertilite gorilmektedir.[73] idiopatik erkek infertilitesi genetik, cevresel ve hormonal

faktorler gibi bircok faktorden etkilenen bir hastalik olarak kabul edilmektedir.

Gunumuzde idiopatik erkek infertilitesi icin
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bulunmamaktadir[74]. Insan menopozal gonadotropin (hMG)/insan koryonik
gonadotropin (hCG), androjen, antidstrojenler (klomifen ve tamoksifen), prolaktin
inhibitdrleri (bromokriptin) ve steroidler gibi ampirik tibbi tedaviler kullanilmistir ancak
semen parametreleri lizerinde yararl etkileri kanitlanmamustir[61, 75]. Bu nedenle,
yardimla tireme tedavilerine baslamadan Once, sigara igme, alkolii birakma, diyet gibi
saglikli yasam tarz1 degisiklikleri erkek infertilitesini yonetmenin temel dayanagidir. Son
yillarda vitamin ve diyet takviyeleri, erkek tireme sagligini iyilestirmek i¢in populer olsa
da bu yontemler kanita dayali degildir[76].

Idiopatik infertilite genellikle genetik bir temele dayanabilmektedir. Ancak bununla
birlikte, erkek infertilitesine neden olan mutasyonlar ve genler hakkinda hala ¢ok az sey
bilinmektedir[77]. Idiopatik erkek infertilitesinin temellerini bulmaya ydnelik halihazirda
devam eden birgok ¢alisma bulunmaktadir. Biz bu ¢alismamizda normospermik idiopatik
erkek infertilitesinin, sperm ylizeyinde bulunan bir protein olan sperm Izumo1 proteininin

seviyesine bagli olup olmadigmi gostermeyi amacladik.
3.9. SIGARA KULLANIMININ ERKEK INFERTILITESINE ETKIiSi

Sigara kullanimi kardiyovaskiiler hastalik, solunum yolu hastalig1 ve akciger, mesane,
serviks, yemek borusu, bobrek, pankreas ve mide kanseri dahil olmak iizere sayisiz saglik
sorunlarina neden olmaktadir. Ramlau-Hansen ve ark. Sigara kullanimu ile Greme sagligi
arasindaki iliskiyi arastirmaya bagladilar ve bu calismalarin neticesinde sigara
kullannminin semen analizi parametrelerinin {izerine olumsuz etkisi oldugunu agikca
ortaya koydular. Ramlau-Hansen ve ark. tarafindan yiiriitilmiis olan bu ¢alismada
1987'den 2004'c kadar 2542 saglikli erkegin semen analizinde, sigara igenlerin sigara
icmeyen erkeklere kiyasla daha diisiik semen hacmine, sperm sayisina ve hareketli sperm
ylizdesine sahip oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte sigara ve sperm konsantrasyonu
arasidaki iliskinin doza bagimli oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu nedenle giinde 20'den fazla
sigara igen erkekler, sigara icmeyen erkeklere kiyasla (iireme organlarindaki hastaliklari
kontrol ettikten sonra dahi) sperm konsantrasyonunda %19'luk bir azalma yasamigslardir.
Yetigkinlerde sigara igmenin semen kalitesinde orta derecede bozulmaya neden oldugu

sonucuna varilmistir.[78]

Infertilite calismas1 yapilan 1786 erkekten olusan 655 sigara icen ve 1131 sigara icmeyen
kiginin bulundugu c¢alismada, sigara icenlerin sigara i¢cmeyenlere oranla sperm

yogunlugunda %15.3, toplam sperm sayisinda %17.5 ve toplam hareketli spermde %16.6
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azalma oldugunu gosterildi[79]. Morfoloji ve ejakiulat hacmi gibi parametrelerin sigara
kullanimdan 6nemli olmayacak derecede etkilendigi ortaya konulmustur. Sigara
kullaniminin ejakilat hacmi Uzerindeki etkileri arastirilan bir ¢alismada, sigara i¢enlerin
ejakiilat basma semen hacimlerinin sigara igmeyenlere gore daha diisiik oldugu
belirtilmistir[80]. Ilging bir sekilde, baz1 calismalar sigara icimi ile semen parametreleri
tizerindeki olumsuz etkiler arasindaki iligkiyi ortaya koyamadi. Bu ¢aligmalardan en
biiyiigii, infertilite tedavisi géren 2000 Ingiliz erkeginin vaka kontrol ¢alismasidir[81].Bu
calismadan elde edilen sonuglar, sigara icmenin azalan hareketli sperm konsantrasyonlari
icin bagimsiz bir risk faktorii olmadigini gostermistir. Dikshit ve arkadaslar1 16 infertilite
kliniklerine bagvuran 626 erkek arasinda ne sigara icmenin ne de tiitiin ¢ignemenin semen
kalitesindeki bozulma i¢in 6nemli risk faktorleri olmadigini bulmuslardir[82]. Hassa ve
meslektaglar1 17223 Tiirk erkeginden olusan bir kohortta benzer sonuglar elde
etmistir[83].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Immiinfloresan yontemle boyanan sperm yaymalar1 Olympus BX51 marka kamerali
mikroskopla fotograflandi. Daha sonra bu fotograflardaki boyanma ylizdeleri Image J
programi kullanilarak hesaplandi. Elde edilen degerlerin istatistiksel analizi IBM SPSS
v.22 paket programi ile yapild1

4.1. Iimmiinofloresan Boyama Yontemi ile Sperm Izumo-1 Proteininin Seviyelerinin

Gosterilmesi

Calismamiz i¢in toplanan Orneklerden olusturulan 4 ayri grupta da immiinofloresan
boyama yapilarak sperm Izumo-1 proteininin seviyelerini belirledik. Elde ettigimiz
verilere gore boyanma seviyeleri farkli olmakla birlikte tiim gruplarda boyanma tespit
ettik. Sperm hiicrelerinde izumo-1 ekspresyonu bas bodlgesindeki plazma membrani
iizerinde gdzlendi. Gruplar arasinda en yiiksek izumo-1 protein ekspresyonu sigara
igmeyen kontrol grubunda gériiliirken, en diisiik Izumo-1 protein ekspresyonu ise sigara
icen hasta grubunda goriildii. Kontrol gruplarindaki Izumo-1 ekspresyonu, idiopatik

infertiliteye sahip hasta gruplarma gore daha fazlaydi. (Sekil 4.1)

41



-
20 pm 20 pm

Sekil 4.1. Tiim gruplara ait Izumo-1 immiinofloresan boyama fotograflar1. 400x

blyitme, Skala Bar 20 mikrometre.
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Sigara i¢gmeyen kontrol grubundan alman sperm yaymalar1 Izumo-1 protein
ekspresyonunun en yogun goriildiigii yaymalardir. Sperm bas bdlgesindeki plazma

zarinda yogun boyanma gozlenmektedir. (Sekil 4.2.)

20 pm

Sekil 4.2. Sigara icmeyen kontrol grubuna ait izumo-1 ekspresyonunu gosteren fotograf.

Buyitme 400x, Skala Bar 20 mikrometre.
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Sigara icen kontrol grubunda sperm bas1 plazma membranindaki izumo-1 ekspresyonu

hasta gruplara gore daha yogun olmakla birlikte sigara igmeyen kontrol grubuna gore
daha azdi. (Sekil 4.3.)

Sekil 4.3. Sigara icen kontrol grubuna ait izumo-1 ekspresyonunu gosteren fotograf.

Buyitme 400x, Skala Bar 20 mikrometre.
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Hasta ve sigara igmeyen gruba ait sperm yaymalarinda sperm bagi plazma
membranindaki izumo-1 ekspresyonu kontrol gruplarina gore daha az goriiliirken, hasta

sigara igen gruba gore daha yogun olarak goriildii. ( Sekil 4.4.)

20 pm

Sekil 4.4. Hasta ve sigara icmeyen grupta izumo-1 ekspresyonunu gésteren fotograf.

Blyitme 400x, Skala Bar 20 mikrometre.
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Hasta ve sigara i¢en gruba ait sperm yaymalarinda diger gruplara gore sperm basi

plazma membranimndaki Izumo-1 ekspresyonu en diisiik seviyedeydi. ( Sekil 4.5.)

Sekil 4.5. Hasta ve sigara icen grupta izumo-1 ekspresyonunu gésteren fotograf.

Buyutme 400x, Skala Bar 20 mikrometre.
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4.2. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Istatistiksel analizler IBM SPSS v.22 paket programu ile yapilmistir. Verilerin dagilimi
Shapiro-Wilk testi ile incelenmis, protein degerleri iizerine hasta-kontrol gruplari ve
sigara kullanimmin birlikte etkisinin incelenmesi amactyla iki yonlii varyans analizi
kullanilmistir. Tanmmlayici istatistikler sayisal degiskenler icin ortalama ve standart
sapma olarak verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak dikkate almmustir.

(Cizelge 4.1.)

Cizelge 4.1. izumo-1 protein degerlerinin gruplar iizerindeki dagilim tablosu.

Hasta Kontrol Genel p
Sigara igen 22737,50+4386,89|32479,20+6109,21|26686,84+7017,97
0,013
Sigara icmeyen |25144,69+2405,70|36232,50+6092,23|30319,00+£7161,34
Genel 23751,05+3836,62|34291,14+6287,81
0,580
p <0,001

Protein degeri bakimindan grup-sigara etkilesimi anlamli bulunmamastir (p=0,580). Yani
hasta ve kontrol gruplarindaki sigara igme durumuna gore protein degerlerinin degisimi
hasta ve kontrol gruplarinda benzer sekilde ortaya ¢ikmakta, her iki grupta da sigara

icenlerde protein degerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Grup ana etkisi (p<0,001) ve sigara ana etkisi (p=0,013) ise anlamli olup genel olarak
hasta grubunda protein degerlerinin daha diisiik oldugu ve genel olarak sigara i¢enlerde
protein degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmistiir. (Cizelge 4.1.) (Sekil 4.6.) (Sekil
4.7.)

[zumo-1 proteini ekspresyonunun sigara igcenlerde sigara icmeyenlere gore istatistiksel
olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu Sekil 4.6’da gdsterilmistir. (p=0,013). Sekil
4.6’a gore sigara igmenin idiopatik infertiliteden bagimsiz olarak tek basma Izumo-1

protein ekspresyonunu anlamli derecede azalttig1 da goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Sigara icen ve icmeyenlerde sperm izumo-1 protein seviyelerinin

karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.7. Idiopatik infertil hasta ve kontrol gruplarina ait sperm izumo-1 protein

seviyelerinin karsilagtirilmasi.



Izumo-1 proteini ekspresyonunun idiopatik infertiliteye sahip olan hastalarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik oldugu Sekil 4.7°de
gosterilmistir. (p<0,001). Sekil 4.7°e gore idiopatik infertiliteye sahip olmanim sigara
kullanimidan bagimsiz olarak tek basmna Izumo-1 protein ekspresyonunu anlamli

derecede azalmasiyla iligkili oldugu da goriilmektedir.

DSO’ye gore infertilite, ciftlerin 1 y1l korunmasiz cinsel iliski sonucu cocuk sahibi
olamamasi durumudur. Infertilite nedenlerinden yaklasik %350’si erkek faktoriine
dayanir. Bu faktorler sigara ve alkol kullanimi, sagliksiz yasam tarzi, otolimmin
hastaliklar, obezite ve genetik nedenler olabilir. Kisiye infertilite tanis1 konulmasi bir
dizin arastirmalar sonucunda karar verilir. Bu arastirmalardan en 6nemli belirte¢ semen
analizidir. Semen analizi DSO’niin belirledigi kriterlere gdre yapilmaktadir ve motilite,
konsantrasyon, viskosite ve morfoloji gibi kriterlere bakilmaktadir. Bu kriterlerdeki
herhangi bir problem kisinin infertil oldugunu gostermektedir fakat bazi hastalarda tiim

bu parametreler ve diger tiim testler normal olmasina ragmen kisi infertil olabilir[84].

Idiopatik infertilite, ciftlerin dogurganlik sorunlarma sahip oldugu ancak nedeninin
belirlenemedigi bir durumdur. idiopatik terimi, "nedeni bilinmeyen" anlamma gelir.
Sperm parametrelerinde veya diger faktorlerde nedeni net bir sekilde belirlenmeyen ve

saptanamayan bir kusur idiopatik infertiliteye neden olur[84].

Sperm Izumol proteini memelilerde sperm-oosit etkilesimini saglayan  bir
immiinoglobulin benzeri alana ve varsayilan bir N-glikozit baglanti motifine sahip bir tip
| membran glikoproteindir[10]. Adin1 Japon mitolojisinden alan Izumol, spermin
yumurta hiicresine baglanir ve fertilizasyon stirecinde kritik bir rol oynar[85]. Izumol
spermin akrozom bolimune gizlenmistir ve olgun spermin yizeyinde tespit
edilemez. AR’nin gok erken bir asamasinda izumo1, akrozom basliginda ve ardindan AA,
PA ve PAR dahil olmak iizere basin tiim yiizeyinde saptanabilir hale gelir[86, 87].
Fertilizasyon strecinde, sperm yumurta hiicresine temas ettiginde izumo1 proteini aktif
hale gelir. Izumol1, oosit yiizeyindeki Juno reseptorii ile etkilesime girer ve sperm-00sit
birlesmesi saglanir. Bu etkilesim, izumol-Juno etkilesimi olarak adlandirilir. izumol
proteini, bu etkilesim sayesinde spermi yumurta hiicresine baglar ve fertilizasyonun
gerceklesmesini saglar[87]. Izumol proteini, fertilizasyon siirecindeki kritik rolii
nedeniyle infertilite ile iliskilendirilmistir. [zumo1 genindeki mutasyonlar veya genetik
degisiklikler, Izumol proteini sentezinde sorunlara yol acabilir ve sperm-oosit
etkilesimini olumsuz etkileyebilir. Bu durum, fertilizasyonun gergeklesmesini
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engelleyebilir. iIzumo1 proteininden yoksun fareler saghkli olmalarna ve ejakiilasyona
sahip olmalarma ragmen bu fareler kisirdir[2, 40]. In vitro fertilizasyon (IVF) sonuglari
ile, spermin ZP penetrasyonundan sonra izumo1'in ortaya ¢iktig1 gosterildi. izumo1°den
eksik spermin, oosit zar1 ile flizyon olmaksizin oositin perivitellin boslugunda biriktigi
gdzlenmistir.[2, 40] Erkek izumo1l - / - gametleri normal sperm hiicre sayilar1 Uretse de ,

normal motilite ve morfoloji ile bu hayvanlar tamamen infertildir[42].

Sigara kullaniminin erkek tireme saghigi tizerindeki etkileri cogu kez arastirilmistir. Bu
arastirmalar sonucunda sigara kullanimimin sperm yogunlugu, hareketliligi ve morfolojisi
tizerinde olumsuz etkisi oldugu gosterilmistir[88]. Sigaranin zararh etkilerini ortaya
¢ikartan kanitlara ragmen, DSO’niin Son raporlarmin da kanitladig1 gibi, sigara igmek
hala yaygm bir durumdur[89]. Arsenik, kadmiyum ve kursun gibi baz1 kimyasallar sigara
yanmasi sirasinda rutin olarak solunur[89, 90]. Bu metallerin timu mutajenik ¢zelliklere
sahiptir ve semen hacmi, konsantrasyonu ve motilitesinde anlamli bir fark olmamasina
ragmen benzer sekilde artan erkek kisirligi riski ile iliskilidir[89, 91, 92]. 2500'den fazla
erkek tizerinde yapilan bir meta-analizde, hi¢ sigara igmemis olanlar ile halen sigara
icenlerin sperm konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, sigara i¢enlerde 6nemli bir diisiis
gozlenmistir. Kunzle ve arkadaslar1 dogurganlik degerlendirmesi ig¢in yaptiklar1 bir
calismada caligmaya basvuran 2100 erkekte sigara igme ve diisiik sperm konsantrasyonu
arasinda anlamli bir iliski bulmuslardir[79, 89]. Diisiik sperm parametrelerine neden olan
mekanizmalar halihazirda arastirilmaya devam ediliyor ve kesin kanitlar hala
eksiktir. Cok sigara icenlerde ¢ogunlukla, aksonemal mikrotubilleri ve kuyruk
degisikliklerini etkileyen ultra-yapisal anormallikler gozlenmistir[89, 93, 94]. Aym
zamanda sigara kullanimmin fertilizasyon i¢in gerekli olan akrozom reaksiyonunu ve
kapasitasyonu bozdugu bildirilmistir[89, 95, 96]. Bununla birlikte, sigara icmenin FSH
ve LH dretimi tizerindeki etkileri konusunda genel bir fikir birligi olmadigi
gorinmektedir[89]. Baz1 ¢alismalar, sigara i¢enler arasinda her iki hormonunda daha
diisiik seviyelerini gosterirken, farkli arastirmacilar ise tltiin tuketimini takiben LH ve
FSH konsantrasyonunun arttigini gézlemlemislerdir[89, 97, 98]. Tlm olas: faktorler goz
Oniine alindiginda, sigara icenler arasinda testosteron konsantrasyonunun tespit edilmesi
oldukca zordur: bazi c¢aligmalar sigara icenlerde serum testosteron ve
dehidroepiandrosteron diizeylerinin arttigini bildirmistir[89, 97, 99]. Ote yandan diger
caligmalar ise ortalama testosteron duzeylerinin sigara icenler ve i¢meyenler

arasinda onemli dlglide farkli olmadigini 6ne siirmiislerdir[89, 100]. 2012'de Amerikan
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Ureme T1ibb1 Dernegi, sigara icenlerde icmeyenlere gére semen parametreleri ve sperm
fonksiyon testlerinin sonuglarmin %22 daha zayif oldugunu ve etkilerinin doza bagimh
oldugunu belirtti[88]. Sigaranin infertilite lizerindeki etkilerinin arastiran bir diger
arastirmada toplam 5865 kisi lizerinde yapilan bir meta-analiz ¢alismasi, orta ve agir
sigara igenlerin sperm sayisinda ve hareketliliginde azalma olasiliginin daha ytiksek
oldugunu ortaya koymustur[66]. Arastirmalarda ortaya konulan veriler, sigara igmenin
spermatogenez lizerinde 6nemli bir rol oynadigmi 6ne siirmektedir[89]. Fakat 6te yandan,
sigaranin erkek infertilitesi Uzerindeki etkisi heniiz tam olarak agiklanamamustir ve bu
konuyla ilgili ¢aligmalar devam etmektedir. Bu nedenle hem kadinlarda hem de
erkeklerde sigaranin birakilmasini ve pasif igiciligin azaltilmasi infertilitenin 6niine

gecebilmek igin dnerilmektedir[89].

Yukarida anlatilan ¢calismalarda sigara kullaniminin sperm parametreleri iizerine etkileri
arastirilmasina ragmen, su ana kadar yapilan ¢aligmalarda sigara kullanimimin sperm

[zumo-1 ekspresyonunu nasil etkiledigine dair herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Biz de bu nedenle bu ¢alismamizda idiopatik infertilite tanis1 almig normospermik olan
hastalarm spermlerinde sigara kullanimma bagh olarak Izumol proteininin

ekspresyonundaki degisikligi gdstermeyi amacladik.

Calismamizin sonucunda sigara kullanimi olan idiopatik infertilite tanis1 almis hastalarda
sperm izumo-1 ekspresyonu diger gruplara gore anlamli derecede daha diisiik bulundu.
Sigara kullanmayan kontrol grubunda ise sperm izumo-1 protein ekspresyonu en yiksek
seviyedeydi. Bu calismada ayrica idiopatik infertilitenin ve sigara kullaniminin
birbirinden bagimsiz olarak da sperm Izumo-1 ekspresyonunu anlamli derecede
diisiirdiigiinii gésterdik. Bu sonug bize sigaranin sperm parametrelerini diisiirmesinin yani
sira sperm-oosit fiizyonu icin gerekli olan izumo-1 seviyesini de anlamli derecede

diisiirerek infertiliteye neden olabilecegini gostermistir.

Sigaranin sperm izumo-1 ekspresyonunu diisiirmesinin sebebi sigara i¢indeki kimyasal
maddelerin ve agir metallerin oksidatif stresi arttirmast ve spermde DNA hasarina yol
acmas1 nedeniyle olabilir. Normospermik idiopatik erkeklerde Izumol proteinindeki
anormal azalma (genetik veya translasyon sonrasi denatiirasyon) nedeni bilinmeyen

infertilite icin bir bulgudur.
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5. SONUC

Sonu¢ olarak sigara kullanimimin sperm parametreleri ilizerindeki olumsuz etkileri
bilinmektedir. Biz de bu ¢aligmayla sigaranin sperm-oosit birlesmesinde anahtar rol
oynayan sperm Izumo-1 seviyelerini azaltarak da infertilite olusumuna neden
olabilecegini gdstermis olduk. Sigaranmn sperm Izumo-1 ekspresyonunu diisiirmesinin
sebebi sigara i¢indeki kimyasal maddelerin ve agir metallerin oksidatif stresi arttirmast
ve spermde DNA hasarina yol agmasi nedeniyle olabilir. Bunun mekanizmasinin
anlasilmast icin daha detayll calismalara ihtiya¢c vardir. Ayrica izumol protein
ekspresyonun hastalarda azalmasi idiopatik infertilitenin agiklanamayan bir sebebi

olabilir.
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